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RESUMEN

Tesis de RICARDO VALENCIA YANEZ presentada como requisito parcial para la
obtencién de la Licenciatura en BIOLOGIA. Ensenada, Baja California, México.
Diciembre de 2004,

“ESTUDIO GENOMICO DE LOS AISLADOS GEOGRAFICOS DELVIRUS DEL

SINDROME DE LA MANCHA BLANCAY’
Resumen aprobado: «

Dr. Jorge de la Rosa Vélez

“El WSSV (por sus siglas en inglés White Spot Syndrome Virus), es el agente
causal de la enfermedad conocida como “sindrome de la mancha blanca”. En 1993, causo
en China la pérdida del 70% del producto total de camarén; después de este evento, la
enfermedad se extendio hacia Japdn, Taipei y el resto de Asia. En 1999, se reportd su
presencia en el continente americano, incluyendo México, en granjas de cultivo en
Sonora y Sinaloa. A la fecha, han sido reportadadas cuatro secuencias completas de su
genoma, reconocidas como “aislados geograficos o cepas” WSSV-Th para la cepa de
Tailandia, WSSV-Ch la de China, WSSV-Tw la de Taiwan y otra cepa aun no reconocida
como aislado geogréfico particular de 305,107 pb; asimismo, diferencias en los grados de
morbilidad entre aislados, ademads diferencias sutiles en secuencias de genes involucrados
en el proceso infeccioso. El objetivo de este trabajo fue determinar si existen diferencias
en las secuencias de los genes que codifican para las proteinas mayores del WSSV, en
comparacion con las secuencias ya publicadas. Para esto, fueron disefiados iniciadores
especificos para los genes estructurales VP28, VP19, VP26, VP24 y VPI5 y los
tempranos RR (ribonucledtido reductasa) y PK (proteina cinasa), con los cuales se
obtuvieron ocho productos de PCR que fueron secuenciados y analizados con las
secuencias disponibles en “Gen Bank”. Las secuencias de los genes VP15, VP26, VP28 y
RR2 de la cepa mexicana son idénticas con respecto a sus homologas de China,
Tailandia y Taiw4n. Una mutacién de una guanina por una adenina en la posicion 252 del
gen VP24 de la cepa de Taiwan, la hace diferenciable de las de China, México y
Tailandia. En cuanto a la secuencia del gen VP19, las cepas de México y Tatwan son
idénticas, presentan una mutacidon de una.adenina por una timina en la posicion 193 que
las distingue de los aislados de China y Tailandia. La cepa de China por su parte, posee
una transicion de timina por citosina en la posicién 171 del ORF-2801 que no la
contienen el resto de los aislados. Las mutaciones que presentan los genes VP19 y VP24,
permiten distinguir entre las cepas de México, China, Tailandia y Taiwan. Asimismo
sugieren que cepa presente en México proviene de la de Taiwén.

Palabras clave: WSSV, WSD, virus del sindrome de la mancha blanca, camaronicultura,
aislados geograficos, varacidén genética.
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INTRODUCCION

El “WSSV” por sus siglas en ingiés {white spot syndrome virus) es el agente
causal del sindrome conocido como “enfermedad de la mancha blanca, WSD” (White
Spot Disease). Dicha enfermedad fue responsable en la década de los noventa, de
pérdidas multimillonarias en granjas camaroneras de Filipinas, Tailandia, Japén, China
y otros paises asiaticos. Los primeros brotes se produjeron en 1993 en la Republica
Popular de China y resultaron en la pérdida del 70% de lIa produccién total de camardn.
A partir este evento, la enfermedad de la mancha blanca se propagd hacia Japén, Taipei
y ¢l resto de Asia. A principios de 1999, se reportd en el sur de Estados Unidos,
Ameérica Central y Sudamérica. En Panama, ¢l nivel de sobrevivencia fue del 5% de 9
mil hectéreas de terrenos utilizados para cultivo. La presencia del WSSV en México,
data de 1999 (identificado con base en técnicas histolégicas por Mijangos y Castro en
2003), en granjas de Sonora y Sinaloa; sin embargo, hasta el 2002 fue confirmada su

presencia por de la Rosa y Bonami, con base en técnicas moleculares.

El WSSV puede afectar a crusticeos y es altamente infeccioso para la mayoria de
los camarones peneidos, entre ellos: el camardn tigre negro (Penaeus monodon),
kuruma ebi (P. japonicus), camardn chino (P. chinensis), camaron blanco del Pacifico
(Litopenaeus vannamer), camardén de la India (P. indicus) y al camardén banana (P.
merguiensis). Ademas, se ha detectado en especies de crustdceos decépodos (cangrejos
de mar y de rio, langostinos, langostas, entre otros). Las fuentes de contagio a partir de

camarones infectados atin no han sido establecidas, sin embargo, la cohabitacién entre




camarones sanos e infectados puede producir el desarrollo de la enfermedad en un

tiempo aproximado de 36 a 48 horas (Mijangos y Castro, 2003).

La sintomatologia consiste en la disminucion o cese completo en el consumo de
alimento, incremento en la tasa de mortandad, adquisicion de una coloracion rojiza y la
presencia de “manchas blancas” de varios milimetros de diametro (anexo 1, figuras 21 y
22) en la superficie del exoesqueleto. Los camarones en estado letargico o moribundo
flotan en la superficie de los estanques, o nadan lenta y errdticamente. A nivel
histoldgico presentan cromatina marginada, hipertrofia celular e inclusiones
intranucleares en varias fases del desarrollo. Una vez presentes los sintomas, puede
alcanzarse una mortandad de hasta el 100% entre 3 y 7 dias. Actualmente, no existe
ningun tratamiento para la enfermedad causada por este virus. Los brotes pueden
producirse en cualquier época del afio y en todas las fases de cria, aunque ciertas

fluctuaciones drasticas ambientales los favorecen (Mijangos y Castro, 2003).

Actualmente, el WSSV es considerando como el patogeno mas importante de la

industria camaronea a nivel mundial (Hew et al, 2003).

El WSSV, es un virus de ADN circular de doble cadena de aproximadamente
305,000 pb, que varia en cuanto a su longitud, dependiendo del aisiado geografico al
cual pertenece. Contiene 181 presuntivos ORF’S (open reading frames) y nueve
regiones con 47 mini-fragmentos repetidos y repeticiones atipicas de secuencias

invertidas, también ilamadas “palindromos imperfectos” (Yang et a/, 2001; Van Hulten




et al, 2002; Vlak et al, 2002). La envoltura presenta un apéndice filamentoso de

localizacion apical (ver anexo 1, figura 18), el virion es de forma bacilar a eliptica de

275 nanémetros (nm) de longitud por 120 nm de ancho, la nucleocapside mide alrededor

de 300 x 70 nm, caracterizada por encontrarse abierta en un extremo (anexo 1, figura A
19). Estd compuesta por cinco proteinas mayores y un numero desconocido de.
- polipéptidos menores. Las proteinas estructurales de 28 KDa. (VP28) y 19 KDa. (VP19)

se ubican en la envoltura viral, mientras que las proteinas de 15 KDa. (VP15), 24 KDa.

(VP24) y 26 KDa. (VP26) en la nucleocapside (anexo 1, figura 20); a este grupo

también se le conoce cominmente como “‘proteinas tardias” {Van Hulten et a/, 2002).

Por otro lado, durante el desarrollo de la infeccidn, se sintetizan proteinas tempranas;

entre las mas importantes se encuentra la ribonucledtido reductasa (RR) EC' 1.17.4.- y
la proteina cinasa (PK) EC 2.7.1.-. Las propiedades de las “RRs” (Ribonuclettido

Reductasas) varfan de una especie a otra, pero las evidencias sugieren que comparten

mecanismos de accion, y parecen haber evolucionado a partir de una enzima primigenia

comtin. Son responsables de la reduccion de los cuatro ribonucledtidos, por lo cual son

de gran importancia para la sintesis de ADN (Stryer et af, 2003). Estan coméuestas por

dos subunidades: la primera, denominada subunidad larga “RR1” y la segunda, conocida

como subunidad corta “RR2” (Van Huiten et al, 2002). Por su parte, las protefnas

cinasas fosforilan otras enzimas. Se componen de una unidad reguladora y otra

" Enzime Commission,
? El ditimo mimero de clasificacién indica el sustrato que reconoce este grupo de enzimas: | actia sobre
ribonucledtidos difosfatados y 2 sobre ribonuciedtidos trifosfatados.




catalitica, “utilizan ATP para fosforilar a las formas carentes de fosforo” (White et al,

1983).

El virus de la mancha blanca, pertenece a la familia Nimaviridae (00.103), del
género Whispovirus (0.01), siendo 1a dnica especie (.001) de este género, segim: la base
de datos universal del comité internacional de taxonomia de virus “ICTV” (Universal

Virus Database of the International Committee on Taxonomy of Viruses).




ANTECEDENTES

Por medio de microscopia electronica se determind, con base en la comparacion
morfologico-meétrica del viridn y la nﬁcleocépside, que no existen diferencias
significativas entre aislados de China, India, Tailandia, EUA (Sur de Carolina), EUA
(Texas) obtenidos de camarones pencidos y un aislado  de EUA {Zoolégico de
Washington) del acocil (Procambarus sp, cangrejo de agua dulce de Lousiana).
Asimismo, mediante SDS-PAGE, se establecido que los seis aislados son altamente
similares, pero no idénticos, ya que todos poseen los polipéptidos de ~25, 23 y 19 kDa.
Sin embargo, el polipéptido de 14.5 kDa, sélo cuatro lo presentan. El aislado del acocil
es diferente de los demds en el perfil estructural de la proteina de 19 kDa (Wang et al,

2000).

Mohan et al, (1998) dividen la manifestacion clinica de la infeccion en tres tipos:
el primero (agudo a sub-agudo), tipico en juveniles, caracterizado por exhibir manchas
blancas en la cuticula y mortandad entre los dias 7 y 10. El segundo (critico), presenta
un marcado enrojecimiento y tejido altamente afectado. La tasa de mortandad maés alta
se alcanza en 2 & 3 dias. El tercero (cronico), no presenta manchas blancas ni
enrojecimiento. El tejido muestra un bajo nivel de infeccion, alcanzado la tasa de
mortandad mas alta entre 15 y 18 dias.-Los dos tltimos tipos son comunes en sub-

adultos y adultos.

En 1998, se realizaron infecciones experimentales con el fin de establecer si

existen diferencias en la mortandad provocada por seis aislados geograficos distintos,




provenientes de China, India, Tailandia, Texas y Carolina del Sur a partir de camarones
peneidos y uno de acocil {(Cambarellus zempoalensis), proveniente del zooldgico
nacional de EUA (Washington). Todos causaron la muerte del 100% de los especimenes
utilizados de L. vannamei del estadio post-larval. En contraste, la mortalidad en
juveniles de camaron rosado (Farfantepenaeus duorarum) fue sdlo de 35 a 60%, con
variaciones entre aislados, el efecto letal del aislado de Texas fue mas rapido, mientras
que el del virus aislado de acocil provoco la muerte mas lentamente; el de Washington

por su parte, resultod ser el menos letal (Wang ef a/, 1998).

Existen evidencias relacionadas con la presencia elevada de carga viral en varias
especies de cangrejos nativos de Asia que sugieren la reduccion del efecto letal de su

infeccion (Kanchanaphum ef al, 1998; Supamattaya et al, 1998).

Desde el primer brote, en la Republica Popular de China en 1993, se han
reportado secuencias parciales del WSSV de algunos genes involucrados en el proceso
infeccioso, como los que codifican para las proteinas de la envoltura. Fue hasta los
meses de julio y noviembre de 2001 que se publicéd el genoma completo del WSSV, el
cual consta de 292,967 pb (WSSV-TH) y 305,107 pb (WSSV-Ch). En 2002, Tsai ef a/
publicaron otra secuencia de 307,287 pb (WSSV-Tw). Con la tltima secuencia completa
del WSSV (Van Hulten ez a/, 2004), se su;llan cuatro genomas secuenciados de aislados

geograficos diferentes disponibles en “Gen Bank”.




Wang ef a/ (2000) mediante analisis con RFLP (por sus siglas en inglés:
“restriction fragments length polimorfism™) e hibridacién Southern blot, determinaron
que no existe variacién genética entre los aislados de China (hospedero: Penaeus
chinensis), India (P. monodon), Tailandia (P. monodon), Texas’ (P. setiferus), y
Carolina del Sur (P. sefiferus). Sin embargo, permitié discriminar del resto un sexto
aislado de Washington (Orconectes punctimanus). Asimismo, utilizando RFLP (con la
endonucleasa Hind 1II), Nadala y Loh (1998), pudieron diferenciar entre los aislados

geograficos de China (P. japonicus), Tailandia (P. monodon) y EUA (P. setiferus).

En otros estudios con aislados de China, Tailandia y Taiwan, se determind que
existe un alto grado de variacion en el nimero de repeticiones en tandem del ORF94,
siendo 8 el mas comun, con oscilaciones de 6 a 20. Ademas, una variacién constante en
la posicién 36 de T por G. Por otro lado, el WSSV-Tw contiene 6 repeticiones del ORF
234; asimismo, la cepa de China (WSSV-Ch) presenta 12 copias del ORF 178 (Lo et al,

1999, Wang et af, 2000 y Wongteerasupaya et af, 2003),

Moon ef af (2003) al analizar las secuencias de los genes VP24, VP26 y VP28 de
una cepa coreana con sus homoélogas de Taiwan, Tailandia y China, establecieron los
siguientes porcentajes de identidad: 100, 100 y 99% respectivamente. Estos mismos
autores sugieren que, mediante este tiiao de estudios, es posible esbozar andlisis
filogeograficos, con el fin de determinar la regién a partir de la cual estan siendo

introducidos los agentes virales.

* En el golfo de México




Chang ef al (2001) encontraron una mutacién en la secuencia del gen RR1 en un
aislado de camarén azul (Callinectes sapidus) de New Jersey, EUA en la posicién 1,661,
Esta mutacion sindnima, de citosina (C) por'timina (T) genera un cambio en el patrén de
corte con la enzima Rsal. Esta sustitucion, resulta en una variacion en la secuencia
putativa de aminoacidos de una alanina (A) por una valina (V). De su amplificacion por
medio de AFLP, se logré obtener un producto de 1,156 pares de bases. Esta mutacion

distinguid el aislado de New Jersey, de los de New York, Texas y del aislado de Taiwan.




HIPOTESIS

% Existen diferencias en la secuencia de genes selectos en la cepa del virus del
sindrome de la mancha blanca (WSSV) en cultivos de Litopenaeus vannamei que infecta
camarones de cultivo en granjas mexicanas, respecto a las cepas de ofros aislados

geograficos.




OBJETIVO GENERAIL

% Determinar si existe variacion genética del virus del sindrome de la mancha
blanca WSSV-Mx (cepa mexicana) en los genes VP15, VP19, VP24, VP26, VP28,
RR (ribonucieotido reductasa) y PKI (protefna cinasa, subunidad corta), con

respecto a otros aislados geogréaficos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener iniciadores especificos para amplificar las secuencias de los genes
VP15, VP19, VP24, VP26, VP28, VP29, RR y PK.

2. Establecer las condiciones de PCR particulares para los iniciadores disefiados
mencionados en el punto anterior para amplificar los fragmentos de los genes
deseados.

3. Determinar las secuencias de bases de los fragmentos amplificados.

4. Detectar los cambios en las secuencias de los productos de PCR respecto a las
secuencias reportadas en “Gen Bank™.

5. Calcular las distancias genéticas entre asilados por gen.

6. Elaborar un arbol tilogenético por gen.
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MATERIALES Y METODOS

DISENO Y SELECCION DE INICIADORES

Se llevd a cabo mediante el softwaré FAST PCR (3.0), en regiones conservadas
que flanquean posibles regiones variables de cada gen elegido, segun las secuencias
publicadas en “Gen Bank” de los genes VP (15, 19, 24, 26 y 28), RR y PK (subunidad
1). El programa genera entre 50 y 100 pares de iniciadores (par: 1 sentido “rio arriba” y
[ antisentido), ademas una serie de cebadores individuales de un nimero dependiente de
la longitud del fragmento de ADN a partir del cual son generados. Cada par de
iniciadores presenta dos caracteristicas exclusivas de su combinacidn.

t. Longitud del producto de PCR esperado.

2. Temperatura de alineamiento.

Individualmente el iniciador cuenta con temperatura de alineamiento, porcentaje
de “G y C” y cualidad o eficiencia. El criterio de seleccion fue: si existe una
combinacion, que como producto esperado, resulte en el 80% (+/- 5%) de la longitud de
la secuencia a partir de la cual se disefi6, se toma el par de iniciadores que comparta la
maxima homologia con respecto a la eficiencia de los cebadores individuales. Por
ejemplo, el iniciador sentido “F” (del inglés Forward) tiene una eficiencia del 82% vy el
antisentido “R” (del inglés Reverse) posee una eficiencia del 80%, el producto esperado
de su combinacion es de 291 bases a parti.r de un templete de 320 bases. Este par se rige
bajo el criterio antes establecido, por lo cual es un candidato éptimo para los fines
mencionados en los objetivos. En el caso de no encontrar ninguna cornbinacion que

cumpla con estas caracteristicas se forma un par a partir de los cebadores individuales
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que tengan, en primer término la temperatura de alineamiento mas cercana (<0.8 °C);
como segundo término, que el producto cumpla con el criterio establecido para los
cebadores “en par”; en tercer término, que sus eficiencias individuales no difieran mas
del 9% y por Gltimo, que el porcentaje del contenido de “G y C” esté arriba del 55%.
Los iniciadores de los genes VP (15, 19, 24, 26, 28,) PKI, RRl y RR2 fueron
sintetizados en la empresa comercial “Invitrogen”. Las secuencias de los cebadores y sus

caracteristicas estan descritas en el anexo 3, tabla XI1.

OBTENCION DE MUESTRAS

Las muestras de camarén infectado fueron donadas por la Universidad de
Sonora, se conservaron en nitrégeno liquido, dichas muestras provieneri de una infeccion
experimental realizada a partir de un camarén muerto por WSSV (F0). La infeccién se
llevé a cabo en dos etapas; en la primera, fue infectado un lote de “n” camarones (F1), al
alcanzar un 100% de mortandad se tomo un ejemplar e infectd al siguiente lote, al cual
se le denomind “F2”.

TABLA 1. Tipos de muestras utilizadas.

Denominacién Caracteristicas de la muestra

FO Camardn macerado + hemolinfa

F1 Camarén entero preservado en congelacion a -80 °C
F2 Camarén entero preservado en congelacion a -80 °C
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EXTRACCION DE ADN

Se extrajo ADN total, a partir de las muestras descritas, por el método de
precipitacién por sales (Alijanabi-Martinez, 1997), modificado por Enriquez
(comunicacién personal)’, Fueron utilizados 70 mg de tejido. Cada producto obtenido de
la extraccion se resuspendié en 50 ul. de TE (Tris-HCl y EDTA), precalentado a 65 0C
y fueron conservados a -20 0C para su uso posterior (anexo 2, protocolo de extraccion).

REVELADO

Los productos fueron revelados por medio de electroforesis en gel de agarosa al
1%, tefiido con bromuro de etidio al 0.1%. Las electroforesis fueron realizadas en
tiempos desde 25 minutos hasta 1.5 h, segin ¢l tamafio presuntivo de los productos
esperados, a 5 voltios/cm y visualizados en una cdmara de luz ultravioleta, SIGMA T-
1202. Las imagenes de los revelados, se tomaron con un equipo fotografico digital,

KODAC DC290 con lente de 38-115 mm.

CONFIRMACION DE INFECCION POR WSSV EN EL MATERIAL UTILIZADO

La confirmacién de la infeccién se realizd por medio de PCR usando los
iniciadores disefiados por Vega (2003) para el fragmento del gen VP28, en un
termociclador iCycler (BIORAD). Como templete se usaron los productos de ADN total
obtenidos de las extracciones correspondientes. De la reaccion se obtuvo un producto de
461 pb (Vega, 2003). Como testigo negailivo se utilizdé ADN gendmico de camardn no

infectado.

* L.M. Enriquez. Laboratorio de Ecologia Molecular. Facultad de Ciencias Marinas, UABC
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Para estandanizar la reaccion se utilizaron tres variables:

1. Concentraciéon de ADN

2. Concentracion de cloruro de magnesfo

3. Temperatura de alineamiento

Las variables fueron combinadas en 12 tratamientos (anexo 3, tabla XIII). Se

probaron tres temperaturas de alineamiento (49, 50 y 51 0C) en una reaccién compuesta
de tres etapas, estructurada de la siguiente manera: una desnaturalizacion de inicial a 95
°C por 1 minuto, una desnaturalizacion al empezar cada ciclo a 95 °C durante 50
segundos, alineamiento de iniciadores a las tres temperaturas descritas arriba y una
extension de | minuto a 72 °C que finaliza cada ciclo, de un total de 30 que concluyen
con siete minutos de elongacion a 72 °C.

AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS ESPECIFICOS

Se llevo a cabo bajo las condiciones de reaccion descritas en las tablas XV y
XVI La tabla XV muestra los reactivos utilizados y la concentracion en la mezcla de
reaccion, en un volumen final de 25 pl. El ADN usado como templete, se tomé Ia
dilucion 1:10 de los productos obtenidos de las extracciones de ADN correspondientes.
En la taBIa XVI, estan especificadas las condiciones utilizadas en el termociclador y
tiempos utilizados para establecer la temperatura 6ptima de alineamiento (Tm), para los
iniciadores disefiados. Los gradientes de tt;mperatura estan descritos en la tabla XVIIL En
el caso de lols genes PKI y RRI, el intervalo de temperatura es mas estrecho que para el
resto de los genes. Esto se debe a que fuera de ese intervalo de temperatura los

iniciadores son inespecificos. Por otro lado, en ¢l perfil de reaccién de estos genes fue
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incluida una fase adicional, con respecto al resto de las reacciones, con el fin de obtener
una mayor cantidad de producto y eliminar la posible unién inespecifica del iniciador.

PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PICR

El ADN se purifico a partir de un volumen total de 100uL. de los productos de
PCR de mejor calidad para los genes VP (15, 19, 24, 26 y 28), RR, PK subunidad 1,
mediante el paquete: “CONCERT RAPID PCR PURIFICATION SYSTEM™” (Life
Techonologies) bajo el protocolo de purificacion descrito en el anexo 2. De dichos
productos, se estimoé la concentracién de ADN visualmente en una electroforesis en gel
de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio al 0.1%, en una sesion de 1.5 horas a 80
voltios/cm.

SECUENCIACION

% Fue realizada por la empresa “Sequegene Inc.”, en San Diego, California EUA.

Se enviaron muestras en tubos de 1.5 pL. con 0.64 plL de cada iniciador (10 mM)
para cada fragmento (F y R), mas el ADN (molde) en una proporcion de 25 ng por cada
100 pb de longitud del producto tedrico esperado, para un volumen final de 12 pL

aforados con agua desionizada y estéril (HyOqgqe).
DEPURACION DE SECUENCIAS

En el programa “Chromas Pro (version 1.14)” se integrd la informacion obtenida
del iniciador “F” con la generada del iniciador “R™ de cada gen mediante el analisis de

sus cromatogramas v s¢ depuraron las secuencias. Por ejemplo: en la figura 1, estd
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representada una seccién de los cromatogramas del gen VP19, el de la parte superior se
obtuvo del iniciador “F”, y el de la inferior del iniciador “R”. La parte del iniciador “F”
representada en la figura, es la region adya'cente al cebador. En ella, puede observarse
que no estdn bien definidos las crestas que representan las bases, sin embargo, en la
region terminal del producto que se obtuvo del cebador “R” las crestas son muy claras,
por lo tanto para determinar la secuencia de este fragmento, fue utilizada la informacion
generada del cebador “R”. De esta manera fue analizado el resto de esta secuencia y las

de los genes restantes, tomando la informacion de los cromatogramas de ambas, para

generar una secuencia consenso a partir de estas.
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FIGURA 1. Cromatograma del producto del gen VP19, Sobre la linea el obtenido del cebador
“F” (region distal de la secuencia) vy bajo ella del iniciador “R”.
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ALINEAMIENTO Y ANALISIS DE SECUENCIAS

Una vez depuradas, procedié un alineamiento de las secuencias obtenidas con las
depositadas en “Gen Bank” por el método de “BLAST” (por sus siglas en inglés: “Basic
local alignment search tool” (Altschul et al, 1990)), con el objetivo de encontrar las
secuencias afines para el posterior andlisis. Del “BLAST” se obtienen, en primer orden
las secuencias con mayor nimero de identidades, hasta llegar a las de menor nimero.
Hste hecho implica que existan secuencias con distintos ntiimeros de loci analizables,
como puede observarse en la figura 2, donde no existen sino hasta alrededor de Ia base
140, a partir de la cual (en la regién presentada en la figura) existe un 100% de
homologia entre secuencias. En contraparte, de la base 110 a la 139 hay varios sitios
que no tienen homoélogo en todas las secuencias (los cuales estdn indicados con un
guion). En la columna de nimeros de la izquierda se muestran de mayor a menor la
homologia que existe entre las secuencias, numeradas en orden ascendente. La siguiente
indica el nimero de alineamiento del BLAST que corresponde a cada secuencia
particular. Cada asterisco indica “1 locus” monomorfico, mientras que la ausencia de el,
indica polimorfismo o falta del sitio homdlogo para su evaluacién. La linea sombreada

en gris (ruler) indica la posicién de cada base.
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FIGURA 2. Alineamiento de secuencias obtenidas mediante el BLAST de la secuencia del gen
VP28 reportada en este estudio en el software ClustalX(1.81).

Por lo anterior, para ¢l analisis de secuencias sélo fueron utilizados los loci que

contaron con homdélogos en todas las secuencias.

Las secuencias consenso que se obtuvieron se analizaron en dos sentidos:

1. A partir de las secuencias que se obtuvieron del BLAST vy las generadas en cste

trabajo, mediante su alineamiento y anélisis se calcularon los indices de distancia

genetica entre secuencias con el fin de establecer un valor numérico a las diferencias

existenfes o no, entre las secuencias analizadas. Este punto fue realizado con ¢l

programa “MEGA 2.1” (Kumar et a/, 2001) en la modalidad distancia genética por el

método de “Jukes-Cantor”, ya que con él es posible establecer diferencias numéricas

entre secuencias con una fineza minima de una base.
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2. A partir de los indices de distancia genética calculados se establecieron grupos
discretos en un 4rbol filogenético para cada gen, por ¢l método del vecino mas cercano
“NJ” (del inglés: Neighbor-Joining, NJ Saitou vy Nei 1987), basados en el indice de

distancia Jukes-Cantor (JC).

El computo de indices y la generacion de fenogramas fueron realizados en el
programa “MEGA 2.1” (Kumar ef a/, 2001). El fin de crear agrupaciones, es observar

cuales son los posibles patrones que generan la estructura de cada arbol.




RESULTADOS

EXTRACCION DE ADN

De las extracciones con el método de sales, se obtuvo ADN de camardn
infectado de la mezcla “musculo y hemolinfa” (FO, figura 3, carril 1), no se distingue
ningn producto, sin embargo como se confirmard mas adelante en las reacciones de
PCR donde serd utilizado como templete, si se logro extraer ADN de la muestra.
Asimismo, de misculo de camardn sano se obtuvieron tres productos: dos bandas claras
de ADN de alto peso molecular, indicadas con la flecha de la parte superior (carriles 3 y
4) y una banda difusa a la altura de las otras (carril 2). El origen de siembra esté indicado

con la flecha de la parte inferior.

FIGURA 3. Electroforesis 1. Productos de extraccion de ADN total con el método de sales. La
muestra de la linea 1 (mezcla de misculo y hemolinfa) es producto de camardn
infectado, las lineas 2-4 son de camardn sano. La flecha de la parte superior indica
bandas de ADN de alto peso molecular y la inferior el origen de siembra.
Concentraciones aproximadas de ADN en el orden de la imagen son: <120, 130, 350 y
250 ng.
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Se realizd una extraccién adicional para tener un mayor stock de ADN para las
reacciones de PCR. De esta, se obtuvo una banda de ADN gendmico de camar6n
infectado, indicado con la segunda flecha (ﬁgura 4, carril 1); los carriles del 2 al 4
corresponden a ADN de camardn sano al igual que la muestra del carril; las de los
carriles 3 y 4 provienen de camardn fresco de cultivo donado por la Facultad de Ciencias

Marinas (UABC), que al igual que la muestra del carril I, presenta bandas de ADN de

alto peso molecular

FIGURA 4. Electroforesis 2. Productos de extraccion de ADN total con el método de sales. La
muestra del carril 1, es producto de camaron infectado, las de los carriles 2-4 son de
camardn sano. La flecha de la parte inferior muestra el origen de siembra; la de la parte
media, ADN de alto peso molecular y la de la parte superior, una banda probablemente
de ARN o ADN en un estado de degradacion avanzado. Los barridos de las muestras de
los carriles 1 y 2 también muestran un halo de 4cidos nucleicos degradados.
Concentraciones aproximadas de ADN en el orden de la imagen: 350, 150, 350 y 250 ng.
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CONFIRMACION DE LA INFECCION CON WSSV EN EL, MATERIAL UTILIZADO

La prueba result6 positiva en las muestras de los carriles 10-12 y 15 (figura 5), se
obtuvo un producto (en forma de una banda nitida) a la altura del fragmento de 560 pb.
En las muestras correspondientes a los carriles 10-12 se utilizé ADN (F2, dilucién 1:10)
de la extraccion 2, la del carril 15, ADN de la extraccién 1(FO, dilucién 1:10). La
concentracion de cloruro de magnesio para todas estas muestras fue mantenida en 1.55

mM.

En los carriles 4-9 y 14 se observa una banda a la misma altura de la que se
obtuvo en las muestras 10-12 y 15, sin embargo la intensidad de estas, es baja lo cual
sugiere que la reaccidn esté realizandose, aunque no en las condiciones optimas. Las de
los carriles 1-3, en las que se utilizo ADN sin diluir, presentan un barrido por el exceso

de ADN. La concentracion de cloruro de magnesio se mantuvo fija en 0.75 mM,

En la muestra del carril 13, no se obtuvo producto. La reaccidén fue realizada a 50

’C, con la dilucién 1:10 de ADN de camardn sano a 0.75 mM de cloruro de magnesio.
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FIGURA 5. Electroforesis de productos de PCR como prueba de presencia del WSSV en
muestras (productos de PCR de un segmento del gen VP28). Variables utilizadas:
concentracion de cloruro de magnesio, concentracion de ADN y temperatura. La
relacion de las variables estd descrita en la tabla XXXII. La linea marcada con el
nimero 13 corresponde al control negativo’. Las lineas marcadas “L” corresponden a un
fragmento de ADN de 560 pb.

Las condiciones establecidas para la PCR, con los cebadores de Vega (2003),
fueron: cloruro de magnesio 1.55 mM, dilucion de ADN 1:10 y temperaturas de
alineamiento 49, 50.2 y 51°C. Estas muestras difieren en la temperatura de alineamiento
(carril 10.- 51, 11 y 15.- 50.2, 12.- 49 °C), lo cual significa, que la variacién entre estas

temperaturas no causa un efecto visible en los productos.

5 Reaccién de PCR con camardn no infectado realizada a 50° C.
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AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS ESPECIFICOS

Producto de los genes VP15, VP19 y VP24

Del gen VP15, se obtuvieron ocho }-)roductos sobre la banda de 560 pb, en un
intervalo de temperatura (Tm) de 45 a 70 °C (figura 6, carriles 1-8). La temperatura de
alineamiento designada por el programa en el cual se disefiaron los iniciadores (FAST
PCR) es 66.9 °C. La Tm experimental para la reaccién es de 49.8 °C (carril 7). Los
testigos negativos estdn representados en los carriles 9 y 10 a una temperatura (Tm) de
65.2 y 49.8 °C respectivamente.

Asimismo, del gen VP19 se obtuvieron ocho productos (figura 6, carriles 11-18)
por arriba de la banda de 560 pb, en el mismo intervalo de temperatura usado con el gen
VP15. Debido a que los iniciadores fueron seleccionados individualmente, no se tiene
una Tm designada por el software FAST PCR, por lo cual se determind
experimentalmente. La Tm Optima estimada para la reaccion fue de 65.2 °C (carril 13,
estimacion cualitativa). Los testigos negativos estén representados en los carriles 19y 20
a una temperatura de 65.2 y 49.8 °C respectivamente.

Por Gltimo, del gen VP24 se obtuvieron ocho productos (figura 6, carriles 21-28),
por arriba de la banda de 560 pares de bases, en el mismo intervalo de temperatura
usado con los genes VP15 y VP19. La Tm designada por el programa FAST PCR es de
62.2 °C. Bajo las condiciones experimentales descritas, la Tm es de 60.6 °C (carril 24,
estimacion cualitativa). Los testigos negativos estan representados en los carriles 29 y 30

a una temperatura de 65.2 y 49.8 °C respectivamente.
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FIGURA 6. Electroforesis de los productos de amplificacién de los genes VP15, VP19 y VP24,
en un intervalo de temperatura de 46.8 a 70° C°. Las lineas del 1 al 10 corresponden al
gen VP15, las lineas del 11-20 al gen VP19 y las lineas del 21-30 al gen VP24. Los
carriles 9, 19 y 29 son controles negativos, los “L” son fragmentos de ADN de 560 pb.

Productos de los genes VP26 y VP28

Se obtuvieron seis productos del gen VP26 (figura 7, carriles 3-8), por debajo de
la banda de 560 pb. Para estas reacciones, fue utilizado el intervalo de temperatura
referido en la seccion anterior, bajo las mismas condiciones de reaccion para estimar la
Tm. Sin embargo, en éste caso, la reaccidn sélo sucede hasta los 65.2 °C en su limite
superior. Por arriba de ésta temperatura (en el gradiente) no se observa ninglin producto
(carriles 1 y 2). La Tm recomendada por el programa FAST PCR para los iniciadores del
gen VP28 es de 62.4 °C, mientras que la determinada experimentalmente es de 49.8 °C,
sin embargo, puede observarse que en todo el gradiente se lleva a cabo la amplificacion
de manera eficiente. Los testigos negatives estan representados en los carriles 9y 10 a

65.2 y 49.8 °C respectivamente.

% Relacion de temperaturas. Carriles 1, 11, 21 (70 °C); 2, 12, 22 (68.2 °C); 3, 13,23 (65.2 °C); 4, 14,24
(60.6 °C); 5, 15,25 (54.1 °C); 6, 16, 26 (51.6 °C); 7, 17,27 (49.8 °C); 8, 18, 18 (46.8 °C); 9, 19,29 (65.2
°Cyy 10, 20, 30 (49.8 °C).
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Del gen VP28 se obtuvieron ocho productos de PCR (figura 7, carriles 12-19), a
fa altura de la banda de 560 pb, fue utilizado el mismo gradiente de temperatura y las
mismas condiciones de reaccion de las secbiones anteriores. El programa FAST PCR
recomienda una Tm de 66.6 °C, la determinada experimentalmente es de 65.2 °C (carril
13). Los testigos negativos estan representados en los carriles 20 y 21 a 65.2 y 49.8 °C

respectivamente.

560 pb

560 pb

FIGURA 7. Electroforesis de los productos de PCR de los genes VP28 y VP26. Lineas del 12 al
19 y del 1 al 9 respectivamente, en un intervalo de temperatura de 70 a 45 °C’. Las
lineas de las muestras (9, 10,19 y 20) son el resultado de la reaccion de PCR con
camar6n no infectado, La linea 22 corresponde a una extraccion de ADN no exitosa de
camardn infectado. L es un fragmento de ADN de 560 pb.

7 Relacion de temperaturas, Carriles 1y 12.-70,2y 13.-68.2,3 y 14.-652,4y 15.-60.6,5y 16.-54.1, 6
y17.-51.6,7y 18.- 49.8, 8.- 46.8, 20.- 45 ° C. Las reacciones de las lineas 9, 19 se realizarona 652°C
y las correspondientes a las lineas de 10 y 202498 ° C.
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Producto del gen RR2

Se obtuvieron ocho productos de PCR (figura 8, carriles 1-8), bajo la banda de
560 pb, en un intervalo de temperatura de 75 a 50 °C, las condiciones de reaccion estan
descritas en las tablas (XXXIIT y XXX1V). El programa FAST PCR recomienda 64.9 °C
de Tm. Sin embargo, la temperatura 6ptima experimental es de 59,1 °C (carril 5). Los
testigos negativos se localizan en los carriles 9 y 10, estas reacciones se realizaron a 70.2

y 54.8 °C respectivamente.

FIGURA 8. Electroforesis de los productos de PCR del fragmento del gen RR2 en un intervalo
de temperatura de 75 a 50 °oC?,

8 Relacién de temperaturas. Carril 1.- 75 °C, 2.- 73.2 °C, 3.- 70.2 °C, 4.- 65.6 °C, 5.- 59.1 °C, 6.- 54.8 °C,
7.-51.8°C,8-50°Cy9%.-702 °C.
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Producto de los genes RR1 y PK1

Del gen RR1 se obtuvieron tres productos de PCR (figura 9, carriles 2-4), bajo la
banda pesada del carril “L” (producto de PCR del gen VP26). El programa FAST PCR
recomienda 65 °C, de Tm para los iniciadores disefiados. Sin embargo, bajo las
condiciones experimentales descritas en las tablas XXXIII y XXX1V, la reaccion a dicha
temperatura, tiene un rendimiento bajo, evidente por el patrdén de disminucién en la
intensidad de la banda que presentan los productos hacia la temperatura més baja. Las
reacciones se realizaron a 75, 73.3 y 69.3 °C, aumentando la intensidad de las bandas
conforme se incrementaba esta. Después del maximo rendimiento de la reaccion, decae a
los 73.3 °C y no se obtiene producto a los 75 °C (carril 1). Por lo tanto la Tm 6ptima
experimental es de 73.3 °C (carril 2). El testigo negativo esta ubicado en el carril 5, la
reacecion se realizd a 71.3 °C (Tm).

Del gen PK1 se obtuvieron cuatro productos a una altura similar a la de banda
del gen RR1, bajo la banda pesada del carril “L” (figura 9), en un intervalo de
temperatura de 75 a 66.7 °C. El rendimiento méaximo de la reaccion ocurre a los 66.7 °C
(Tm) y disminuye conforme aumenta la temperatura hacia tos 75 °C. El testigo negativo
se localiza en el carril 10, ésta reaccién se realizdé a 71.3 °C (Tm favorable para la

reaccién con ADN del WSSV).
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FIGURA 9. Electroforesis de los productos de PCR de los genes RR1 v PK1. En un intervalo de
temperatura de 75 a 71.3 °C°. Lineas 1-4 gen RR1, linea 5 testigo negativo, lineas 6-9
gen PK1, linea 10 testigo negativo. L son los productos amplificados de los genes VP26
y VP28 (banda inferior y superior respectivamente).

PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

De los productos de PCR, se tomaron 100 pL (de cada uno) para su purificacién,
a partir de los cuales se recuperaron dos volimenes de 50 pL. El primer volumen se
muestra en la figura 10, en los carriles | y 3 se cargaron 5 pl, en el resto 3 pl.. De
1zquierda a derecha se localizan los productos recuperados de los genes VP (15, 19, 24,
26, 28), RR1, RR2, PK1 y el VP28 de 461 pb, del PCR con los cebadores de Vega
{2003). La electroforesis se realizd en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio a 80

voltios/cm durante 0.5 h.

* Relacién de temperaturas. Carril 1.-75 °C, 2.- 73.3 °C, 3.- 69.3 °C.- 4.-66.7 °C, 5.- 71.3 °C, 6.- 75 °C,
7-733°C,8.-69.3°Cy9.-66,7 °C,
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FIGURA 10. Electroforesis que muestra los productos de la PCR purificados. Carril .- gen
VP15, 2.- gen VP19, 3.- gen VP24, 4.- gen VP26, 5.- gen VP28, 6.- gen RRI, 7.- gen
RR2, 8.- gen PK1 y 9.- producto de PCR, gen VP28 (461 pb) de los iniciadores de Vega
(2003).

El segundo volumen, fue recuperado repitiendo los puntos 5 y 6 del protocolo,
aparece en la figura 11. Se cargaron 5 pl. en cada pozo, en el orden que sigue: genes VP
(15, 19, 24, 26, 28), PK1, RR1 y RR2. Se estimo visualmente la concentracién de ADN
de los productos purificados, para las reacciones de secuenciacion consecuentes. La
valoracion es la siguiente: 40 ng (carril 1), 60 ng (carriles 2 y 3), 450 ng (carril 4), 200
ng (carril 5), 120 ng (carriles 6 y 7) y 500 ng (carril 8). La electroforesis se realizé en gel

de agarosa al 1% con bromuro de etidio a 80 v/cm durante 1 hora.

FIGURA 11. Electroforesis de productos de PCR purificados. Segundo lavado- del cartucho de
recuperacion del paquete de purificacién. Volumen de carga 5 pL, en carril 1.- gen
VP15, 2.- gen VP19, 3.- gen VP24, 4.- gen VP26, 5.- gen VP28, 6.- gen PKI, 7.- gen
RR1 y carril 8.- gen RR2.
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De los productos de PCR purificados se enviaron alicuotas de 12 pL para las
reacciones de secuenciacion a la empresa “Sequegene” de la ciudad de San Diego. Las

secuencias obtenidas son presentadas en la siguiente seccion.

SECUENCIAS OBTENIDAS

Se obtuvieron doce secuencias, siete de ellas, “consenso” de las que se lograron
con los iniciadores I y R. De estas, las de los genes VP15, VP19, VP24, VP26 vy RR2 se
integraron a “Gen Bank” y estén descritas en las tablas XVHI-XXI y XXV. Del gen
VP28, obtuvimos tres secuencias, la primera mediante el uso los cebadores disefiados en
este estudio, la segunda usando los iniciadores de Vega (2003) y la tercera ensamblando
las cuatro secuencias generadas por los dos pares de iniciadores antes mencionados
(tablas XXII-XXIV). Los nimeros de acceso estdn referidos en la tabla II, junto con sus
longitudes, codones de inicio y contenido de bases. Las cuatro restantes, corresponden a
las secuencias no ensambladas de los genes PK1 y RR1 (tabla III, caracteristicas; tablas

XXVI-XXIX secuencias).

Del gen que codifica para la subunidad larga de la ribonucledtido reductasa se
obtuvieron dos secuencias, la primera producto del PCR con el irﬁciador “F” (tabla
XXVI), la segunda a partir de la reaccién con en el iniciador “R” (tabla XXVII). Dichas
secuencias se presentan individualmente, debido a que no existe una region de traslape
entre ellas. El producto tedrico esperado para los cebadores utilizados (tabla II),
disefiados a partir de la secuencia reportada por Van Hulten et al, (2000) es de 2284 pb.

Tomando esto en consideracion y analizando la suma de los productos que se
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obtuvieron, tentativamente existe una regién de 115 pares de bases que las separa, por lo
cual no es posible Integrar ambas secuencias. Debido a este hecho, existen bases
indeterminadas y posiblemente bases mal asignadas, por esta razén dichas secuencias no
han sido publicadas en “Gen Bank”. Las bases indeterminadas se indican con una “N”.
Las posibles bases mal asignadas seran rectificadas mediante la obtencion de cebadores
que flanquean la regién que existe entre ellas, a partir de las secuencias que aqui
presentamos. Una vez obtenido el fragmento serd secuenciado y las secuencias
resultantes serdn fusionadas con las aqui reportadas para obtener una secuencia
consenso.

TABLA 1L Caracteristicas de las secuencias “consenso” de la cepa mexicana. Acceso a “Gen
Bank”, longitudes, codones de inicio y relacién de bases,

Gen Accesoa  Longitud  Codén de inicio Contenido de bases
Gen Bank Enpb A C G T
VPIS  AFT713371 178 2 52 51 51 24
VPI9  AF713372 290 3 70 70 77 73
VP24 AF713373 301 1 108 57 63 73
VP26 960 317 201 174 268
VP28 533 ! 147 132 127 126
VP28 429 l 120 10t 29 118
VP28 701 i 189 175 156 181
RR2  AF713374 984 1 269 219 193 303

Del gen que codifica para la proteina cinasa, se obtuvo un resultado similar al de
la subunidad larga de la ribonucleotido reductasa. Tomando en consideracién que la
longitud del producto teérico esperado segin la secuencia publicada por (Liu et al,
2001) es de 2134 pb, lo cual significa que existe una region de aproximadamente 385 pb

entre los fragmentos obtenidos de los iniciadores “F” y “R” de 708 (tabla XXVII) y
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1041 (tabla XXIX) pb respectivamente. La estrategia metodoldgica a seguir para
establecer la secuencia entre los fragmentos obtenidos, serd la misma que la que se

utilizara para el gen que codifica para la subunidad larga de la ribonucledtido reductasa.

TABLA I11. Caracteristicas de las secuencias no ensambladas de los iniciadores “F” y “R” de la
cepa mexicana. Gen, longitud y relacion de bases.

Gen  Iniciador Longitud Contenido de bases
Enpb A C G T N
RR1 F 1022 301 247 181 265 28
R 907 273 163 223 24t 7
PKI F 708 220  i68 47 173 0
R 1041 309 177 308 236 11

ALINEAMIENTO Y ANALISIS DE SECUENCIAS
Resultado del blast

A partir de las secuencias consenso, obtenidas de los genes VP (15, 19, 24, 26,
28) y RR2 se realizaron alineanyentos para comparar las secuencias obtenidas con las
publicadas en “Gen Bank”. Solo se utilizaron las consenso, debido a que en ellas no
existen nucledtidos indeterminados o mal asignados, ya que las secuencias consenso
estan rectificadas en ambos sentidos, esto es: en sentido “rio arriba” y en antisentido. A
continuacién se presentan en las tablas IV-IX, los resultados del “BLAST” con mayor
nimero de identidades. En la cqumna]de la izquierda estd referido el nimero de
alineamiento, en la siguiente columna el nimero de acceso a “Gen Bank” de la
secuencia que produjo el alineamiento, en la columna siguiente el nimero de

identidades entre la secuencia alineada y la obtenida de los genes ya mencionados,
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seguido de una breve descripcién de la informaciéon correspondiente a la secuencia

alineada en la siguiente columna y por Ultimo, en la columna de la derecha el hospedero

a partir del cual fue aislado el virus.

La tabla IV, muestra 13 alineamientos de la secuencia consenso del gen VP15,

con identidades del 100 al 98%. Nétese que en algunas secuencias no esta indicado el

hospedero (alineamiento 2, y del 8 al 13), esto es debido a que en algunos casos solo se

han publicado las secuencias de forma directa a “Gen Bank”, en algunos casos tampoco

se indica ¢l afio o de donde proviene el aislado (alineamientos 9 y 13), esto es debido a

la misma situacion descrita en la parte anterior.

TABLA IV. Resultados del BLAST de la secuencia del gen VP15,

Alin.  Numero de accesoen  Numerode — Descripeién Hospedero
Gen Bank (gi) identidades
I 38156682 178/178 India 2003. Por publicar. P. inidicus
34761157 178/178 Corea 2001, Publicado No reportado
directamente en “Gen
Bank” (PDGB)*
3 34145683 178/178 Indonesia 1997. (PDGB) P. monodon
4 30145681 178/178 Japén 1998. (PDGB) P. japonicus
5 30145679 178/178 EUA 1998. (PDGB) P. setiferus
6 30145677 178/178 China 1999. (PDGB) P. chinensis
7 30145675 178/178 China 1995. Gen completo.  P. japonicus
{(PDGB)
8 19481591 178/178 WSSV-Tw Taiwan No reportado
Genoma completo
9 14422484 178/178 Proteina de union ARNm.  No reportado
(PDGB)
10 17016399 178/178 ©+ WSSV-Ch China. Genoma  No reportado
completo
Il 15021392 178/178 WSSV-Th Tailandia. No reportado
Genoma completo
[2 26292341 176/178 China (Dalian) 1995. No reportado
ARNm. (PDGB) .
13 29291301 176/178 Gen completo. (PDGB) No reportado

* Lag siglas: PDGB serdn utilizadas para abreviar “Publicado directamente en Gen Ban”.



35

La tabla V, muestra el resultado del BLAST de la secuencia consenso del gen

VP19, con identidades del 100 al 99%, se produjeron 14 alineamientos. Al igual que en

la tabla anterior, en la informacién adicional de las secuencias, no esta indicado el

hospedero y en algunas otras no se indica el afio o de donde proviene el aislado, esto es

debido a la situacion ya mencionada de la parte anterior.

TABLA V. Resultados del BLAST de la secuencia del gen VP19.

Alin. Namero de accesoen  Numero de  Descripcion Hospedero
Gen Bank {(g1) identidades

i 19481591 290/290 WSSV-Tw No reportado

2 26418648 290/290 Gen completo. (PDGB) No reportado

3 . 32309276 289/260 Corea 2001. Gen completo. P. chinensis
(PDGB)

4 30145693 289/290 Indonesia 1997. Gen P. monodon
completo. (PDGB)

5 30145691 289/290 Japén 1998, Gen completo. P. japonicus
(PDGB)

6 30145689 289/290 EUA 1998. Gen competo. No reportado
(PDGB)

7 30145687 2891290 China (Qindaa) 1999. Gen No reportado
competo.

8 30145685 289/290 China (Dalian) 1995, Gen P. japonicus
competo.

9 29291604 289/290 Gen completo. (PDGB) No reportado

10 17016399 289/290 WSSV-Ch No reportado

1l 15384186 289/290 ORF-2801. (PDGB) No reportado

12 15021392 289/290 WSSV-Th No reportado

13 38156684 286/287 India. Gen competo. (PDGB) P. inidicus

14 29692430 70/70 China (Dalian) 1995. ARNm. No reportado
(PDGB)

Del “BLAST” de la secuencia consenso del gen VP24 (tabla XX), se obtuvieron
13 alineamientos. Con identidades del 100 al 99%. Los datos que hacen falta, referentes

a las secuencias no han sido reportados (tabla VI).




TABLA VI Resultados del BLAST de la secuencia del gen VP24,
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Alin.  Numero de accesoen  Numerode  Aislado/Afio /Descripcion Hospedero
Gen Bank (gi) identidades -

1 30145673 361/301 Indonesia 1997. Gen P. monodon
completo. (PDGB)

2 30145669 301/301 EUA 1998, Gen completo. P. setiferus
(PDGB)

3 30145667 301/301 China (Qindao) 1999. Gen  P. chinensis
completo. (PDGB)

4 30145665 3017301 China (Qindao) 1995. Gen P. japonicus
completo. (PDGB)

5 17016399 301/301 WSSV-Ch No reportado

6 15384190 301/301 ORF 4441{PDGB) No reportado

7 15021392 301/301 WSSV-Th No reportado

8 14290244 3017301 Gen completo. (PDGB) No reportado

9 10863154 3017301 Gen completo. (PDGB) No reportado

10 30145671 300/301 Japon 1998. Gen completo.  P. japonicus
(PDGB)

11 38156688 300/301 India (PDGB) P, inidicus

12 19481591 300/301 WSSV-Tw No reportado

13 29291838 299/301 Gen completo. (PDGB) No reportado
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La secuencia del gen VP26, alineo con quince secuencias, con las cuales presenta
de 100 a 98% de identidad. Las secuencias con las que fue alineada estén indicadas en la
tabla VIL

TABLA VIL Resultados del BLAST de la secuencia del gen VP26.

Alin.  Numero de accesoen  Numerode  Aislado/Afio /Descripcion Hospedero
Gen Bank (gi) identidades

1 19481591 1002/1004 WSSV-Tw No reportado

2 17016399 1002/1004  WSSV-Ch No reportado

3 9022356 1002/1004  Gen completo. Proteina No reportado
estructural de 22kDa. Gen
VP22. (PDGB)

4 15021392 1002/1004  WSSV-Th No reportado

5 29372833 1000/1004  Gen completo. Proteina No reportado
estructural (PDGB)

6 6856160 903/903 Gen completo. Proteina No reportado
estructural de 26 kDa
(PDGB)

7 15824655 7i1/711 Gen completo. Proteina de  No reportado
envoltura P22 ARNm.

8 30027314 633/633 Indonesia 1997. Gen P. monodon
completo (PDGB)

9 30027312 633/633 Japon 1998. Gen completo  P. japonicus
(PDGB)

10 36027310 633/633 EUA 1998. Gen completo P. setiferus
(PDGB)

3 30027308 633/633 China (Qindac)1999 Gen P, chinensis
completo (PDGRB)

12 300273006 633/633 China {Dalian} 1995. Gen P. japonicus
completo (PDGB)

13 38156690 615/615 India. Gen completo. P. indicus
(PDGB) )

14 14290246 615/615 Gen completo. (PDGB) No reportado

15 29262121 615/615 Gen completo. (PDGB) No reportado




TABLA VIIL Resultados del BLAST de la secuencia consenso del gen VP28,
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Alin.  Numero de acceso en Numero de  Aislado/Afio /Descripeiéon  Hospedero
Gen Bank (gi) identidades

1 19481591 7017701 WSSV-Tw No reportado

2 17016399 7017701 WSSV-Ch P. setiferus

3 9022394 7017701 Taiwan. Proteina No reportado
estructural de 25kDa

4 6856162 7017701 Proteina estructural de 28 No reportado
kDa. Gen completo.
(PDGB)

5 14422486 701/701 ARNm de proteina No reportado
estructural. Gen
completo. (PDGB)

6 15021392 688/688 WSSV-Th No reportado

7 29372840 687/694 Proteinas estructural P, chinensis
(PDGB)

8 30027322 569/569 Japén 1998. Gen P. japonicus
completo.

9 30027320 569/569 BUA (Carolina) 1998, P. setiferus
Gen completo, (PDGB)

10 30027318 569/569 Indonesia 1997. Gen P. monodon
completo. (PDGB)

[ 30027316 569/569 China (Qindao) 1999. P. chinensis

12 30026805 568/569 China (Dalian) ARNm. P. japonicus
(PDGB)

i3 32765536 563/563 Corea 2001, Gen No reportado
completo.

i4 27368093 563/563 Gen completo. (PDGB) P. Japonicus

I5 50818202 562/563 China (GuangXi) Camarén

Io 20530711 562/563 Gen completo. (PDGB) No reportado

L7 14290248 562/563 Gen completo. (PDGB) No reportado

18 38156686 561/563 India Gen completo. P. indicus
(PDGB)

19 15978113 44/44 Gen de la proteina cinasa  No reportado
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[ 4

La tabla IX, muestra el resultado del BLAST de las secuencias con las cuales se
alineo la secuencia consenso del gen RR2, alineamientos de los cuales se observan

identidades del 100 al 99.8% de un total de 5 alineamientos.

TABLA IX. Resultados del BLAST de la secuencia del gen RR2.

Alin.  Namero deaccesoen  Namerode  Descripeion Hospedero
Gen Bank (gi) identidades

I 19481591 981/981 WSSV-Tw No reportado

2 17016399 981/981 WSSV-Ch No reportado

3 15021392 981/981 WSSV-Th No reportado

4 14189947 981/981 Taiwan. RR unidad corta. No reportado
Gen completo. (PDGB)

5 7672988 980/981 RR unidad corta. Gen No reportado
completo. (PDGB)
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VYariaciones nucleotidicas

En la tabla XX VT, estin indicadas las variaciones nucleotidicas entre aislados. A
destacarse la variacion de la secuencia de la cepa mexicana “0” en el gen VP19 y la de

Taiwan “12” en el VP24,

TABLA X. Vanaciones nucleotidicas entre secuencias.

Gen Posicion Tipo de variacion No. Secuencia que varia
VPIS 37 AXG 12
35 GXA 12
62 TXC 13
166 TXC 13
VP19 19 TXC 13
32 TXC 3
171 TXC 10y 11
187 TXA . 9
193 AXT ,2y0
VP24 35 NXG 10
52 GXA 13
83 GXA 13
252 GXA oy 12
VP26 I AXT 7
2 TXG 7
574 GXA 15
VP28 88 GXA l4yI15
413 TXC 16
452 TXC 17
454 TXC 17

RR2 79 TXC 5
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Variaciones de la secuencia de aminoacidos entre aislades por gen

En esta seccidon se presentan las variaciones de las secuencias putativas de
aminoacidos obtenidas, reveladas por el alineamiento de estas, con las disponibles en
“Gen Bank™.

TABLA XI. Variaciones de aminodcidos en las secuencias putativas de proteinas entre aislados
geogréficos.

Gen  Longitud Aminodcido Posicién  No, De secuencias que  No. De secuencias

que varia varian conservadas
VP15 61 ExG 13 1 10
GxS 14 t 10
VxA 56 1 10
VP19 121 SxP 9 | 13
VxA 15 1 13
PxS 66 2 12
VxD 71 I 13
VxD 73 6 8
VP24 208 XxV 20 2 11
ExK 36 - 12
RxK 92 1 ‘ 12
XxE 115 l 12
VP26 204 RxK 192 1 15
VP28 204 RxH 40 2 16
FxS 162 " 1 17

RR2 360 FxS 55 1 4
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ANALISIS A PARTIR DE SECUENCIAS

Distancia genética: indice Jukes-Cantor (JC) y rboles Neighbor-Joining (NJ)

Se obtuvieron los indices de distancia genética Jukes-Cantor entre aislados, bajo
los criterios establecidos para el analisis de secuencias (tablas XXVII-XXXIII), a partir
de los cuales se generaron los drboles o fenogramas “NJ”. Los nameros de la primera
columna y renglon de las tablas XXVII-XXXIII y los adyacentes a las ramas de cada
arbol son la posicién del BLAST. Los rotulados con “cero” corresponden a la cepa
mexicana.

Debido a que la mayoria de los aislados geograficos no cuentan con las seis
secuencias correspondientes a los genes VP (15, 19, 24, 26 y 28) y RR2, no puede
realizarse un analisis completo en el cual se integre la informacién de este grupo de
genes, en aislados geogrificos particulares, esto s6lo puede realizarse en el caso de las
cepas de WSSSV-Th, WSSV-Tw y WSSV-Ch, ya que estas cuentan con todas las
secuencias del grupo de genes antes mencionado. Por lo cual, para analizar un mayor
numero de datos, el computo de indices de distancia genéti'ca y la generacién de arboles
filogenéticos se realiz6 por gen.

En la figura 12, correspondiente al gen VPIS5, puede observarse un grupo
formado por 12 cepas y ademés 2 aislados separados de este por 0.011 y entre si por
0.023 (agrupacidn evidente desde la tabla XXX). Cabe destacar que la cepa mexicana se

encuentra dentro del grupo mayor el cual comparte el 100% de identidad.
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BLAST# & Informacion adicional

10 { 17016399 | Wssv-Ch
11 15021392 | W38V Th
m WY -Mx
9 | 14422484 | ARM mensajero
A |30145675 | WS3V-Tw
7 | 19481581 | Chine 1995 Penaens japonicus
B | 30145875 | China 1999 Panaeus chinensis
& | 30145677 | EUA 1998 Penaeus sefiferus
4 [ 30145679 | Japdn 1998 Penasus japonicus
3 | 30145681 | Indonesia 1597 Penaeus monodon
2 | 34145683
1 | 38156682 | India 2003 Penaeus indicus
13 | 29281301 | No hay informacidn disponible
12 | 26292341 | China 1995, ARN mensajeto

L

Regia de distancia genética

FIGURA 12. Fenograma Neighbor Joining (NJ) basado en el indice de distancia genética Jukes-
Cantor (JK) de los aislados geograficos del WSSV, generado a partir de las secuencias
del gen VP15,

Los aislados del gen VP19 presentan un arreglo de 6 grupos, el primero de 3
aislados, siendo éste, donde esté localizada la cepa mexicana, el segundo separado del
primero por 0.004, el tercero separado del segundo por 0.007; existe un cuarto grupo de
seis cepas, separado de su vecino mas .cercano por 0.007 y una Gltima cepa separada del

grupo anterior por 0.004.
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ElA 1998

China 1999

Ching 1893 Peraeus japovicus
WESY-Th

Corea 2001 Panaeus chinensis

FIGURA 3. Fenograma Neighbor Joining (NJ} basado en el indice de distancia genética Jukes-
Cantor (JK) de los aislados geogréficos del WSSV, generado a partir de las secuencias

del gen VP19,

Para el gen VP24 la agrupacién dada es la siguiente (ver figura 14): el grupo

mayor de aislados presenta un 100% de identidad,

formado por un grupo de 11

secuencias incluyendo la secuencia correspondiente del aislado mexicano, el siguiente

estd formado por dos cepas separadas del primer grupo por 0.003 y a su vez separado del

ultimo por 0.010.
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FIGURA 14. Fenograma Neighbor Joining (NJ) basado en ¢l indice de distancia genética Jukes-
Cantor (JK)} de los aislados geograficos del WSSV, generado a partir de las secuencias

del gen VP24.

En el arbol correspondiente al gen VP26 (figura 15), se observa una estructura

muy similar a la de los genes VP15 y VP24, Un primer grupo formado por 14 aislados

que incluye a la cepa mexicana, separado del aislado [5 (gi: 29292121) por 0.002 y éste

a su vez de la cepa 07 (gi: 15824655) por 0.00S.
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FIGURA 15. Fenograma Neighbor Joining {NJ) basado en el indice de distancia genética Jukes-
Cantor (JK) de los aislados geograficos del WSSV, generado a partir de las secuencias

del gen VP26.

El arbol de la figura 16 correspondiente al gen VP28, fue generado mediante una

secuencia resultado de la fusion de las obtenidas de los iniciadores disefiados en este

estudio (tabla XII) y de los cebadores de Vega (2003). Cada secuencia contiene una

region exclusiva de la amplificacion con cada par de iniciadores. La secuencia derivada

de estas, por lo tanto, contiene una region de traslape.

La estructura general esta formada por un grupo que consta de 14 aislados

incluyendo el mexicano, una cepa separada del primer grupo por 0.002 y esta, a su vez,

por 0.004 del segundo grupo que esta separado del ultimo aislado por 0.005.
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13 | 32765536 | Corea 2001
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FIGURA 16. Fenograma Neighbor Joining (NJ) basado en el indice de distancia genética Jukes-

Cantor (JK) de los aislados geograficos del WSSV, generado a partir de las secuencias
del gen VP28.

En la figura 17, se muestra el arbol obtenido del gen RR2 el cual presenta un

grupo de cuatro cepas separado por 0.001 de la secuencia §, reportada por Van Hulten et
al (2000). Esta agrupacion consta de un cambio en la secuencia 5, de una timina (t) que
sustituye una citosina {c), como se muestra en la tabla X, sin embargo la relevancia de
este cambio trasciende a la secuencia primaria de la proteina putativa que este gen
codifica, provocando un cambio de aminoécido del tipo polar no i6nico (serina) por otro

aromatico no polar (fenilalanina) como muestra la tabla X1
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Regla de distancia genética

FIGURA 17. Fenograma Neighbor Joining (NJ) basado en el indice de distancia genética Jukes-

Cantor (JK) de los aislados geograficos del WSSV, generado a partir de las secuencias
del gen RR2.




DISCUSION

El analisis general de las secuencias de los genes de las proteinas mayores de la
cepa mexicana del WSSV, con respecto é las de los aislados depositados en “Gen
Bank”, indica un alto grado de conservacidén en sus secuencias. Sin embargo, existen
diferencias entre las secuencias reportadas, (como se muestra en la tabla X) que
permiten diferenciar entre ellas. A destacarse, que las secuencias de la cepa mexicana,
generalmente se ubican dentro del grupo de secuencias que no varia, salvo en la del gen
VP19 que presenta una nutacion de adenina por timina en la posicidn 193, que la agrupa
con la cepa de Taiwan y la secuencia gi; 26418648; a su vez las distingue de sus
homologas de China y Tatlandia. La cepa china, en este mismo gen presenta una
mutacion que la diferencia de Taiwan. Las cepas de China, Tailandia y Taiwén por su
parte, que cuentan con el genoma secuenciado, son idénticas a las de la cepa mexicana
en los genes VP15, VP26, VP28 y RR2. Una mutacién del gen VP24 de guanina por
adenina en la posicién 252, de la cepa de Taiwén, la separa de sus homdlogas de China,
México y Tailandia. Por lo tanto con las secuencias de los genes VP19 y VP24, es
posible distinguir entre las cepas de México, China, Tailandia y Taiwan.

El alto grado de conservacién en las secuencias de los genes VP15, VP26, VP28
y RR2 sugiere, que a nivel funcional {(en la proteina que codifican) son exitosas como
tales, vg: la proteina VP28 (que se localiza en la envoltura) en ¢l ingreso del virus a la
célula, la VP19 en la entrada de éste al nicleo (localizada entre la nucleocépside y la
envoltura); en el caso de que sea elucidado su papel en estos procesos y 1la RR2, por su

parte (encargada de la conversién de ribonucledtidos a desoxirribonucledtidos) en la
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sintesis de ADN. En pocas palabras, en el proceso de infeccidn, tomando como concepto,
operativo: Infeccion.- Es el resultado acumulativo de los procesos de replicacion y
expresion génica (Cann, 2001).

Las mutaciones presentes en las secuencias del gen VP19, que permiten
diferenciar entre las cepas de China, Tailandia, y a su vez, distinguirlas de las de México
y Taiwan apuntan hacia el heche de que la cepa mexicana comparte €l mismo origen que
la de Taiwan. Las variaciones de los genes VP19 y VP24, pueden explicar, en cierto
grado, la elevada carga viral en especies de cangrejos nativos de Asia (Kanchanaphum et
al, 1998; Supamattaya et al, 1998), tomando en consideracion que las proteinas que
estos genes codifican se localizan en la nucleocapside (VP24) o entre ésta y la envoltura
(VP19) de 1a cual ya han sido reportados cambios en el perfil estructural (Wang et al,
2000), si resultasen éstos en incapacitar al virus para ingresar al nicleo, v que por lo
tanto no se replique.

El primer brote del WSSV, la hipétesis de Moon et a/ (2003) de la cepa
primigenta de oriente y las variaciones en las secuencias de los genes VP19 y VP24 que
permiten distinguir los cuatro aislados, promueven su capacidad para establecer el
origen geografico en el caso de la introduccion de este virus en otros paises.

En primera instancia, podriamos pensar que las variaciones mencionadas en este
trabajo son poco significativas como t.;ales, sin embargo, analizando las secuencias
putativas de su traduccidn, se observa que el 73% de estas variaciones resultan en un
cambio en la secuencia de aminodcidos. En cuanto al cambio de aminodcidos, 9 de 14

son de tipo de aminoécido. El cambio de serina (S) por prolina (P) observado en ¢l gen
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VP19, significa un cambio de un aminoéacido con polaridad parcial negativa por un
aminoacido no polar, lo cual puede ocasionar variaciones en la estructura terciaria de la
proteina. Esto tendria que ser comprobado mediante el analisis de los modelos
moleculares, para después llevarlo a un %méiisis de cristalografia de proteinas. Este
fenomeno se repite al menos en ocho casos mas, en los productos o secuencias putativas
de los genes VP (15, 19, 24 y 28).

Los estudios de Wang et a/ (1998) sugieren la necesidad de un estudio mds
profundo de la respuesta a la infeccién por parte del hospedero, ya que en juveniles de
camarén rosado (Farfantepenaeus duorarum) €l efecto letal del virus fue sélo del 35 al
60% en contraste con los especimenes de camardn blanco (Litopenaeus vannamei) en
los cuales la mortandad fue del 100%. Asimismo, estudiar profundamente en qué
consisten las variaciones de las cepas que resultasen en diferencias en los grados de
morbilidad, como el caso de la cepa de Texas en contraste con la de Washington, que

presentan los extremos en los porcentajes de mortandad que estos provocan,




CONCLUSIONES

1.

Las secuencias de los genes VP15, VP26, VP28 y RR2 de la cepa mexicana, son
idénticas con respecto a sus homélogas de China, Tailandia y Taiwan.

La secuencia del gen VP19, presenta una mutacién (adenina por timina) en la
posicion 193, que agrupa a la cepa mexicana con la de Taiwan y la secuencia gi:
26418648 y las distingue a su vez, de las de China y Tailandia, asimismo
diferencia entre la cepa de China y Tailandia.

Una mutacién (guanina por adenina) en la posicion 252 del gen VP24 en la cepa
de Taiwan, la hace diferente de las de China, México y Tailandia.

Con las secuencias de los genes VP19 y VP24 es posible diferenciar entre las
cepas de China, México, Tailandia y Taiwan

El alto grado de conservacion de los genes VP15, VP26, VP28 y RR2 sugiere

que ¢l virus las conserva porque son relevantes en el proceso infeccioso.
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RECOMENDACIONES

La singularidad de las variaciones genéticas en las secuencias de ADN que
presenta el WSSV en los distintos aislados geograficos v la transmisién de estas
variaciones de un nivel molecular a otro (ADN-Proteina en la secuencia primaria
putativa de la proteina que codifican) sugiere la necesidad de la realizacién de una
exploracion més amplia de este fendmeno y la necesidad de realizar estudios a nivel
estructural y bioensayos para establecer si estos posibles cambios estructurales resultan
en algun cambio funcional en alguna etapa del proceso infeccioso.

La estrecha relacion genética de los aislados geograficos del WSSV y la
posibilidad de poder distinguirlos en grupos particulares nos lleva a la necesidad de
establecer cual es la relacién filogeografica del virus, lo cual forma parte de las
perspectivas que promueve este estudio. Flucidar las causas de la diferencia entre los
grados de morbilidad entre aislados geograficos parece ser la tarea mas importante a
realizar, ya que de esto puede surgir una forma de enfrentar los problemas causados por
este virus. Ya sea estudiando las variaciones genéticas del virus, las variaciones
gencticas del hospedero, las condiciones ambientales, o bien la plasticidad genética tanto

del agente causal como del hospedero.
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ANEXO

1. FIGURAS

FIGURA 18. Micrografia electrénica del WSSV que muestra la morfologia general del virus.
Notese la forma de ovoide, general de la estructura viral y el apéndice filamentoso en la
regidn apical del virién, caracteristica particular del WSSV,

FIGURA 19. Micrografia electrénica de la nucleocpside del WSSV, Nétese la apariencia
estriada o anillada “particular” de la estructura. La fecha indica un extremo abierto,
otro rasgo particular de la nucleocépside del WSSV,

Imagenes tomadas por el laboratorio de virologia de la Universidad de

Wageningen (Bonami ef a/, 2002).
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FIGURA 20. Esquema representativo de la morfologia general del virién vy relacion de

proteinas mayores asociadas a envoltura y nucleocapside del WSSV, Tomado de Van
Hulten ez af, (2002).

FIGURA 21. Juvenil de Litopenaeus vannamei con marchas blancas caracteristicas de la
enfermedad de la mancha blanca (WSD). Imagen tomada de Bonami et al (2002).
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FIGURA 22, Cubierta quitinosa de un juvenil de Litopenaeus vannamei con “manchas blancas”,

caracteristica patologica de la enfermedad causada por el WSSV. Imagen tomada de
Bonami ef al (2002).
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2. PROTOCOLOS

Protocolo de extraccion
1. Homogenizar en un tubo Eppendorf 70 mg de musculo en 350 pL de
amortiguador 1 [Tris-HCl 200 mili molar (mM) a pH 7.4, NaCl 250 mM,

EDTA 25 mM y SDS al 0.5%) con 20 pL de proteinasa k (20mg/mL)].
2. Agitar a 65 °C’ por 20 minutos.

3. Agregar 250 pL de amortiguador 2 (Tris-HCI 100 mM pH 8, EDTA 20 mM,
CTAB al 2%, PVPP al 0.1%, SDS al 0.1%, mercaptoetanol al 0.2% y LiCl

5M) al homogenizado y mantener en agitacién a 65 "C por 10 minutos.
4. Afiadir 1 volumen (600 pL) de cloruro de litio 5 M.
5. Aplicar vortex por 5 segundos.
6. Conservar a temperatura ambiente por 5 minutos.
7. Centrifugar a 12,000 gravedades a temperatura ambiente por 5 minutos.

8. Tomar 700 pL del sobrenadante y transferir a un tubo nuevo con 700 pL de

cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).

9. Aplicar vortex por 5 segundos y centrifugar a 12,000 gravedades a

temperatura ambiente, durante 10 minutos.
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11. Tomar 700 pl de sobrenadante, transferir a un tubo nuevo y agregar 700 uL

de isopropanol (Al 99 %).
12. Aplicar vértex por 5 segundos y dejar en reposo a -70 °C durante 1 hora.
13. Centrifugar a 12,000 gravedades a -4 °C por 20 minutos.
14. Descartar el sobrenadante (Recuperar el precipitado por decantacién).

15. Agregar 250 pl de etanol al 70 % y centrifugar a 12,000 gravedades por 5

minutos. '°

16. Decantar el etanol y secar el precipitado en un horno a 55 °C por ~30

mimHoes.

17. Resuspender en 50 pL del amortiguador TE [1X] (Tris-HCl 10 mM pH 8.0 v

EDTA | mM) precalentado a 65 "C, y-almacenar a -200 C para uso posterior.
Protocolo de purificacion

1. En un tubo Eppendorf agregar 400 uL. de la solucién HI (clorhidrato de
guanidina concentrada, EDTA, Tris-HCI e isopropanol)ll y 100 ul. de

producto de PCR.

¥ Repetir el punto 15
*! Las concentraciones de los reactivos no se encuentran disponibles, para mayor informacién consultar el
sitio www.lefetech.com “CONCERT Rapid PCR Purification System” Cat. Series 11458,
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2. Colocar la mezcla en un cartucho de carga, centrifugar durante | minuto a
12,000 gravedades y descartar el precipitado.

3. Colocar el cartucho de carga en un tubo de lavado, y agregar 700 uL. de la
solucion de lavado H2 (NaCl, EDTA vy Tris-HCI).

4. Centrifugar a 12,000 gravedades por | minuto y descartar el precipitado'”.

5. Colocar el cartucho de carga en un tubo de recuperacion, agregar 50 uL de
amortiguador TE precalentado a 65 ° C en ¢l centro del cartucho e incubar a

65 ° C durante | minuto.

=

Cenirifugar a 12,000 gravedades por 2 minutos™.

12 Repetir este punto para asegurar una mayvor pureza del producto.
'3 Realizar los puntos 5 y 6 por duplicado con el fin de recuperar una mayor cantidad de producto.
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3. MATERIALES, REACTIVOS Y CONDICIONES DE PCR

TABLA XII Secuencias, longitud, temperaturas de alineamiento, fragmentos esperados y
designaciones de los iniciadores disefiados.

Gen/ Longitud Secuencia Tm en 7 "
Iniciador en pb ragmento
o esperado
C FAST en pb
PCR
VP15 F 20 GGTTGCCCGAGGCTCCARGA 66.9
i78
VP15 R 21 CAGARCAGCGGACCCAGCCAG
VP1S ¥ 21 TPCCTTTCEGCAGGACCGGAG *
VP19 R 21 CAGAAGAGCGGACCCAGCCAG 291
VP24 F 21 CGCTATACTGGCGGETTTGAC 62.2
302
VP24 R 21 TGTGTGGTCTCCGTCTCCAAG
VP26 F 25 CTTTTCTGCETATATGGTGCTACAG 62 .4
VP26 R 23 CCTTAACAGGATTCTGGTTGETG 1039
VP28 F 21 CGGCCATCCTCGCCATCACTG 66.6
VP28 R 21 ATTTCCACCGGCGGTAGCTEC 534
RR1 F 21 AGGCTTAGACAGCGGTCCACC 65
RR1 R 21 AGTTGCCCAGGATCTGTGCAG 2,284
RR2 F 21 AGCAAGCCARCCAGGTGGCTS 64.9
1050
RR2 R 21 AGAAGCCTAGACCTGGGCACG
PK1 F 21 TCTGACCCAGAGCCCGAGCAG *
PK1 R 21 CATACGCTCTCGGCCTATTGG 2134

*FAST PCR no recomienda ninguna temperatura de alineamiento para este par de iniciadores
debido a que el par fue resultado de la seleccidén de cebadores individuales.
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TABLA XIIL Tratamientos usados para la estandarizacion de la reaccidn de PCR con los

iniciadores de Vega 2003,

Tratamiento Temperatuwraen°C  Dilucién Concentracion

de MgCl
I 49 10 0.75 mM
2 49 1:10 0.75 mM
3 49 1:10 1,55 mM
4 49 1:20 0.75 mM
5 50 [0 0.75 mM
6 50 1:10 0.75 mM
7 50 1:10 [.55 mM
8 50 1:20 0.75 mM
9 51 1:0 0.75 mM
10 51 L:10 0.75 mM
11 51 i:10 1.55 mM
12 51 1:20 .75 mM

TABLA XIV. Relacion de tratamientos en las reacciones de PCR para confirmar la presencia de

WSSV en las muestras.

Tratamiento [ 2 3

Carril 3 6 12

4 5 6 7 § 9 I 12
9 2 513y 14 ltyl5 1 8 410 7

TABLA XV. Mezcla maestra para reacciones de PCR.

Reactivo Concentracion final
dNTP’S 0.2 mM

Iniciador I 0.4 mM

Iniciador R 0.4 mM
Tag-Polimerasa 0.0096 U/uL
Cloruro de magnesio (MgCl,) .55 mM

ADN (molde o templete) ~200 ng/pL,

Agua estéril y desionizada (HyO g40)

Volumen necesario para 25 pl (VY)




TABLA XVI. Condiciones de la PCR en el termociclador, para la amplificacion de los

fragmentos deseados.

Genes VP15, VP19, VP24, VP26 y VP2§

Fase o etapa Ciclos Tiempo en minutos Temperatura en "C
Desnaturalizacion inicial 1 5:00 95
Desnaturalizacion de ciclo 30 0:50 95
Alineamiento 1:00 Gradiente de 45-70
Extension 1:00 72
Extension final 1 7:00 72
Genes PK1 y RR1
Desnaturalizacidn inicial 1 5:00 95
Desnaturalizacion de ciclo 10 0:50 95
Pre-alineamiento £:00 Gradiente de 71.3-75
Extensién 2:30 72
Desnaturalizacion de cicle 25 0:30 a5
Alineamiento 1:00 68
Extensidn 2:30 72
Extension final ! 10:00 72
Gen RR2

Desnaturalizacion inicial ! 5:00 95
Desnaturalizacion de ciclo 30 0:50 95
Alineamiento £:00 Gradiente de 54.8-75
Extension & 1:00 72
Extension final l 7:00 40

TABLA XVIL Gradientes de temperatura para la etapa de alineamiento de la PCR, en °C,

Grad. /Temp. °C I 2 3 4 5 7 8 9
45-70 70 682 652 606 S41 SI3 498 468 45
54.8-75 75 732 702 656 591 548  51.8 50 70.2
71.3-75 75 733 693 667  7L3 75 733 693 66.7

68
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4. SECUENCIAS OBTENIDAS

Las secuencias que aqui se presentan no incluyen los iniciadores, ya que fueron
eliminados en el proceso de depuracién de secuencias, asi como algunas regiones
terminales adyacentes a los iniciadores. Primeramente se presentan las siete secuencias

consenso obtenidas a partir de las secuencias en sentido F y R. Dichas secuencias estin

presentadas en sentido rio arriba.

TABLA XVIII Secuencia amplificada del gen VP15.

1 TGGTTGCCCG AAGCTCCAAG ACCAAATCCC GCCGTGGAAG CAAGAAGAGG
51 TCCACCACTG CTGGACGCAT CTCCAAGCGG AGGAGCCCAT CAATGAAGAA
101 | GCGTGCAGGA AAGAAGAGCT CCACTGETCCG TCECCGTTCC TCARAAGAGCG
151 | GAAAGAAGTC TGGAGCCCGC AAGTCAAG
TABLA XIX. Secuencia amplificada del gen VP19.

1 TTCCTTTCGG CAGGACCGGA GCCCAGGLCG CTGGCCCTTC TTACACCATG
51 GAAGATCTTG AAGGCTCCAT GTCTATGGCT CGCATGGGTC TCLTTTTGAT
101 | CGTTGUCTATC TCAATTGGTA TCCTCGTCCT GGCCGTCATG AATGTATGGA
151 | TGGGACCAAA GAAGGACAGC GATTCTGACA CTGATRAGGA CACCGATGAT
201 | GATGACGACA CTGCCAACGA TAACGATGAT GAGGACAAAT ATAAGAACAG
251 | GACCAGGGAT ATGATGCTTC TGGCTGGGTC CGCTCTTCTG

TABLA XX. Secuencia amplificada del gen VP24,

1 CGCTATACTG GCGGGTTTGA CATTGATACT CGTGGTTATA TCTATAGTTG
51 TAACCAACAT AGAACTTAAC AAGAAATTGG ACAAGAAGGA TAAAGACGCC
101 | TACCCTGTTG AATCTGAAAT AATAAACTTG ACCATTAACG GTGTTGCTAG
151 | AGGAAACCAC TTTAACTTTG TAAACGGCAC ATTACAAACC AGGAACTATG
201 | GAAAGGTATA TGTAGCTGGC CAAGGAACGT CCGATTCTGA ACTGGTAAAA
251 | RBAGAARAGGAG ACATAATCCT CACATCTTTA CTTGGAGACG GAGACCACAC
301 | A | |




TABLA XXI. Secuencia amplificada del gen VP26.

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
501
951

CCAACACGTA
GGCAACCTAA
AATCATTGCT
GTGTTGGAAG
ATTCAAAGAA
TACTCCTCTT
TGAAGGATGT
ACTGATCCCG
CCTCAACAALC
CAACTGTTAT
TTCTCGAGCA
CGTGTGCAGC
TTGGATTCAC
AAGTARAGTG
CAAGTAATTT
TGTTACCTGA
AATCATCATT
TTAATCTTCA
GTTCATGATC
CGGCCACCCT

AAGGAAGAAC
CAAACCTGGA
CTAATCGTTA
BAGCGTCGTC
GGGCAAAGGT
GGAAAGGTGG
TTCTGCTGAT
CTGGCACTGG
ACTGGCGTCG
TGCAGGAAAC
AGGACATTAA
AAATTTGAAG
CTCCAAGAAT
GGAATTGTAC
TATACCATCT
CTCATTACAA
AGCAAATGTA
TGTTGTAAGG
ATGCTGTTAC

TTCCATCTARA
CGTTGCAATT
TCATGGTTAT
GCTAATTATG
AATGTCAATT
CCATGAAGAA
CTTGTCATCT
GGCCGAGRAC
ATCTCTTGAT
ATTARAGGGAA
ATCTTCATCT
ACGGCGCAGC
GTGATCGATA
AAATATAAAG
TTTATTTTTC
ATTTCTCATC
CAAATARAGT
AATGTTGGAC
TCTGCAACAA

 AACAARGAAA
ATTGCAATCT
AATGATTGTA
ATCAGATGAT
CGTGGAGAGA
TGGTCTCTCC
CTACCGTCAC
TCTAACATGA
CAACGACATT
ATACTATGTC
TCAAARATTA
CTTCGAAGCT
TCAAGGACGA
GTTTTGTTTG
TAATCCTTTG
ATCCCTAAAG
TAGTCARAAR
ACAACAGTAC
TTCCTTACTT

AATGGAATTT
TGTCCATTGC
TTCARCACAC
GCGAGTCCCA
GGTCCTACAA
GATAAGGACA
AGCCCCAAGG
CTTTGAAGAT
ACTGTTCGGC
GAACACTTAC
CCCTCATTGA
ACAATGAACA
AATCAAGAAG
AATADAAATA
ARATGTATCT
AATGTGTACA
CACACAAATA
CCAGAACACT
TCAATAGCTC

r
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TABLA XXIIL Secuencia del gen VP28, obtenida con los iniciadores de la tabla XII,

51
161
151
201
251
301
351
401
451
501

TCGGCCATCC TCGCCATCAC TGCTGTGATT GCTGTATTTA TTGTGATTTT

TAGGTATCAC
TCGAGACAAR
GGATCAGGCT
GGGCARAAATC
AAGATGCGGA
ACTGTGGGGC
CACATCAAGA
ACCCATCARAA
GTCTCTATTG
TGGCGCACCA

AACACTGTGA
CATGGATGAA
ACTTCAAGAT
AAGATCCGCA
TCTTGTCATC
AGAATCTCAC
AAGATCAACA
GGCCTTTGTC
ATGAGGATGA
ATTGCAGCTA

CCAAGACCAT
AACCTCCGCA
GACTGATGTG
ATGGAAAGTC
ACTCCCGTGG
CTTTGAGGGA
TCACTGGTAT
GGTAGCTCCA
AGTTGGCACC
CCGCCGGETGEE

CGAAACCCAC
TTCCTGTGAC
TCCTTTGACA
TGATGCACAG
AGGGCCGAGE
ACATTCAAGG
GCAGATGGTG
ACACCTCCTC
TTTGTGTGTE
ABA

ACAGACAATA
TGCTGAGGTT
GCGACACCTT
ATGAAGGAAG
ACTCGAAGTG
TGTGGAACAA
CCAAAGATTA
CTTCACCCCC
GTACCACCTT

TABLA XXIIL Secuencia del gen VP28

Vega (2003).

1 CTCGCTTGCC AATTGTCCTG TTACGTACTC TGTGGTTTCA CGAGGTTGTC
51 ATCACCAAAG GTAACCTTTT TTTTTGTCCT CGCCGACAAA ACGACATCTT
101 AATAACCAAG CAACGTTCGA TAAAGAAAAA AACTCGTCAT GGATCTTTCT
151 TTCACTCTTT CGGTCGTGTC GGCCATCCTC GCCATCACTG CTGTGATTGC
201 TGTATTTATT GTGATTTTTA GGTATCACAA CACTGTGACC AAGACCATCG
251 AAACCCACAC AGACAATATC GAGACAAACA TGGATGAAMA CCTCCGCATT
301 CCTGTGACTG CTGAGGTTGG ATCAGGCTAC TTCAAGATGA CTGATGIGTC
351 CTTTGACAGC GACACCTTGG GCAAAATCRA GATCCGCAAT GGAAAGTCTG
401 ATGCACAGAT GAAGGAAGRA GATGCGGAT

71

, obtenida mediante la utilizacién de los iniciadores de
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La siguiente secuencia, se obtuvo mediante la fusién de las cuatro secuencias
obtenidas de los iniciadores presentados en la tabla XII del gen VP28 y los iniciadores
de Vega (2003). Dicha secuencia compreﬂde un fragmento de 44 pb de la proteina
cinasa, localizado en la 1'ég1'én inicial de la secuencia (base ndmero | a la 44), mas un
fragmento de 657 pb (base 45 a la 701) correspondientes al gen VP28 que suman un

total de 701 pb.

TABLA XXIV. Secuencia completa del gen VP28 y una regién de 44 bases del gen PK.

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

CTCGCTTGCC
ATCACCAAAG
AATAACCAAG
TTCACTCTTT
TGTATTTAYTT
ARACCCACAC
CCTGTGACTG
CTTTGACAGC
ATGCACAGAT
GGCCGAGCAC
ATTCAAGGTG
AGATGGTGCC
ACCTCCTCCT
TCTGTGTGET
A

AATTGTCCTG
GTAACCTTTT
CAACGTTCGA
CGGTCGTGETC
GTGATTTTTA
AGACAATATC
CTGAGGCTTGG
GACACCTTGG
GAAGGAAGAA
TCGAAGTGAC
TGGAACAACA
AAAGATTAAC
TCACCCCCGT
ACCACCTTTG

TTACGTACTC
TTTTTGTCCT
TAAAGARARAD
GGCCATCCTC
GGTATCACAA
GAGACAAACA
ATCAGGCTAC
GCAAAATCAA
GATGCGGATC
TGTGGGGCAG
CATCAAGARA
CCATCARMAGG
CTCTATTGAT
GCGCACCAAT

TGTGGTTTCA
CGUCGACRAA
AACTCGTCAT
GCCATCACTG
CACTGTGACC
TGGATGARAA
TTCAAGATGA
GATCCGCAAT
TTGTCATCAC
AATCTCACCT
GATCAACATC
CCTTTGTCGE
GAGGATGAAG
TGCAGCTACC

CGAGGTTGTC
ACGACATCTT
GGATCTTTCT
CTGTGATTGC
AAGACCATCG
CCTCCGCATT
CTGATGTGTC
GGAAAGTCTG
TCCCGTGGAG
TTGAGGGAAC
ACTGGTATGC
TAGCTCCAAC
TTGGCACCTT
GCCGGTGGAA




TABLA XXV. Secuencia que se obtuvo del gen RR2.

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
gol
901
951

TCTCTTTTCA
ATGGGAAGGG
AATAGTTTAT
CATTCCCACT
TTCGGACGGC
TCAACAAANC
TTCGTCCCTA
CCCTGTTCTT
CCTTCAACTG
TTGCATCCAA
GTTGTGCAGC
CTATCAATCA
TTGGAAGTCA
GACGTGTTGT
GCCAGAATCT
ATCTTTAGGA
CAACCTCTTT
GATACAAAALC
TACTTGCATA
TCCTCTTTTC

AAAAAGTTGG
GTTGGTAACA
CTGCCACAAA
AATTTAACAG
TTCAGTGACA
CCTTTTTCAA
GAAATGAACT
GATCCAGAAMA
CAGCAAAGGC
TTAATAGCCC
GTTAAACAAG
GTTCTCCGTA
AAGAAACTCC
AAGATTTTCA
GGAGAATGAA
TCCCTTTCGA
TTTGTACATT
GGTTGGGGTT
ATGAGTTTTT
CTCCTCGGTT

TCTTATTCTC
TTATAGTGCT
TTCAATGTAC
GCAGGGARAAC
ATTTCAAGAA
CAGCATGCAT
CATTGGAGGA
ATGGATGCGA
AACARATTAGT
ACTGCTCCTT
ATAGCCTTGT
GACGTTGCCA
TCGCTTCTGG
ATTACAATTC
ATCCTTCTCA
AATCAATCTC
TCCCAGAGAT
TTCTCTTGTA
TGGTGAATTT
TTATATTCTG

GAGGGAAATA
TTTCTAGTCC
TGGCTCATCA
TGTGAGAAAT
TCCTTTCTCT
GCAAAGTCGC
GGTGAGACCA
ATGCACCACT
TCCGCCAAAT
CTTCTTGATG
CTTTTTCGTC
TGAATACTCT
AATCTGCGCC
CGCTCAGAGGA
TCTTGAGTGA
TTCCAATGTC
CTTCATGGAC
AGTAAGTGTT
GTCAAACACT
ACTT

TTGTCCATGA
CATTTCAACC
ACTTGCAGTT
TCTTGTTCAA
TGATGGGGTA
GATGAAGACC
GGCAAAATAC
AAAGAAGATT
CGTTATTGCT
GCGGGGAAGT
GGGCACCAGT
CCATTCCAAC
ACTTGACGAA
TGCAAAGAAC
GTTTCTCCCA
CAAMAACAGG
AATGGGGCGG
TAGACGTATC
TCCTGGGCAA




TABLA XXVIIL Secuencia amplificada del segmento del gen RR1 con el iniciador “R”,
presentada en sentido “rio arriba”.

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
151
801
851
9G1

GCAGAAGAAA
CTATTCNGGG
TTNGGTCCCT
TGGCGAAGAG
GGTAAAGAGG
ACGTATCGAA
GAAAGTCTAA
ACTGAAATTG
GGCTTCTATC
TAAGGCCCTA
ACCAGAAATC
GACCCGCATT
GACTAGCAGA
GCGGCACTAA
GGAAGCTTCA
TTGAGGGTAG
GAAAATATTA
TATTGNGAGC
TCAATGT

TGCCGGTAAA
TATNTGATCT
GATGTGCCCC
TTTAAGGCGT
TGGTGAAGGC
ACTGGAACAC
CCRAGAAAAT
TCCAGTACAG
GCAGTCAACA
TGTTGATTAC
TCGACAAGGT
TCCAATATGA
TTTGTTCTTC
TTAACAAGAG
TGTGAAATTG
TCCTTTGAGC
AGAATAGGGA
ANTTGAGAAG

GARGATTGAG
CTTCATGGAG
CACGAGTTGC
TGTNCGAGAA
ACGTGCATTA
CTTATGTGTG
GTCGGCATCA
TGATTCGGAG
AGTTTGTGAA
CGGGAGATGA
GATTGATGTC
AAACTAGGCC
ABACTCAGAA
GATTTTTGAA
CCAAAGAARA
ABAGGGATTT
CATATATTTC
GGACACTTAT

GCCGAGGGAT
AGAGTGAAGG
CCTGGCCTTT
ATATGAGGGC
TTCGACCAAA
CTTTAAGGAT
TCAAGTCTTC
GAAACTGCAG
GTATTCTCCC
AGAGGGTTGT
AATTTCTATG
AATGGGATTG
TCCCCTTCGA
ACTATATACT
GGGAGAAACA
TCCAATTTGA
AACTCTTTGC
GAAGTATGGT

CTTTTCCCAG
CTGGGARNAA
CCGACGTCCA
TGAAGGCAAA
TTAATTCTGC
ACCATCAATA
AAATTTGTGC
TGTGCAATTT
ATCCCTTCCC
AARAATCATG
CAGTTGACAA
GGTGTGCAGG
ATCTGAAGAA
ATGGTGCCTT
TATGAGCTGT
CATGGGGAAG
CAATTCATCG
GTTCCACAAT
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TABLA XXVIII, Secuencia amplificada del segmento del gen PK | con el iniciador “F”.

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

CCCTCCCTCA
AGAATAATGG
CTCCGCGAGG
GAAGAGGCCT
CGTATGCGAC
GCGTCTGIGT
AAGATTCTCT
CTAGAGACTA
AAACACTTGA
GAGGAACTTT
GTTACTTTGC
TCTCCGTTCC
CGTGCAAGAT
ACGCAAAGGA
CAACCCCC

GATTCTCCTT
AGAGGTGGGA
ACTACGAGAG
ATTACTATTG
AGACATTATC
TGAGGAAGCA
CATCCAAATT
TACTCCACTG
AATCTTCTTG
TCTTCCATTG
AGTGGCAGAG
ATTTGATTAG
GTGTCGTCCA
AAAAGCGTCC

ATTCTCTTAG
GGAARMAGCAC
CACACCTTAC
ATGAARATCA
AAGAAGCAGC
CCGCGCCAAT
GTGCAAAATT
TCTGTCCTCC
TGATACCCTG
ACAAGTGGGT
GCTGATACCA
ACAGGCCGCA
ACTACGAGAC
AAGTTTTITGT

GCCCATGAAG
CGCCTCCTGT
AACTTTAATA
ATTTGCAACA
AATTGCCTTC
GCCGACACCC
CTCTACTGTC
GTTCCCATGT
ACTGAAACAA
CAAGCTAGAA
ATATTGCAGC
AAATTAGGCC
CATAAAACAG
GGTCTAACAA

AGACTAAAGA
GACTTTGAGG
GAAATAAGAA
TTAAATCCAA
TGTTAGTGCC
AGTACAGAAA
AATTTGAAGG
CAMGGGGCCA
ATGTAGTAAA
AAACCCCCGT
CGGTCTAGAA
TCATTTCTGA
AGCTGTATTG
CCGTACTAAA
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TABLA XXIX. Secuencia amplificada del segmento del gen PKI con el iniciador “R”.

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
201
951
1001

NCNTGGGGAT
ACTGNCCCRA
TGTACCAGCC
TTGGACCATC
CTTGAAACCT
TGTGAATTTG
GAAAGGCGCA
AGATGGATTT
AAATGTAADA
TTCCTCCAAG
GGATGAGGGA
CTGCCTGAAG
TTCAGCCATA
TGCCCTTTGT
CAAGGATTAG
AATAACTGGT
AAAAGTACTA
AACCATCCTC
AACTGCCATG
TTTTGATTAA
ATTGCCATTT

TNTTTCTGGA
TGTANGAAAT
ACACGTCCAA
TGAATTATAT
GGAARAGTTA
TATTTGAAAC
GTAGGTGTGA
TGCAGGCATT
TGGACGAGAA
CCAGCCGCTG
TACTCTGTAC
GTCTACAATC
GCTATCGTTG
TTTGGTAGAA
TGAATCCGGA
CAACCTAAGA
CAATTTTAAA
ATACAGCTCC
ACTTTTGGGT
GAGAACTGCA
TTGTCCTATT

GAAGAAAANC
NGGGRAANGT
NCCAGAATAT
CTCGAAGTTA
TCAAGTTTTA
TGTTTTTAGT
GAAAGATGTG
TCTGTGATTG
TGTTGTACAG
AGCTCATGCA
GGTGTTAGGA
TARATGCAAG
GAAAAATGAG
ATTGTAAATA
CATAAARAGT
TGATTGATTT
TGTTGGGGAR
TGAATTTATT
TGGCTTATTT
GATTTGTCGG
GATCTAAAAT

TNCACTCCTG
TTCCCGCCAG
GCTTCTCAAG
AAGTCGGGGT
TGACGGACAA
CACGCTCCTG
TGTTGAAGGT
ATGTATTAAA
CAACCTAACC
AGATCATGGC
TGCTTCAAGC
AARCCCATTA
GGAGAGAATG
TTGTCACTCG
GACAATATAG
TGGTTTAATT
CTGATGAGAG
AACAGTGAGT
GTTAATAGAC
CCAATTCTAT
GAGCCCAGAA

GGGGAGGNCC
AAAATATTCC
GTCGTAATGA
ATATTACATG
GGAAATGTAC
AGGGAAGAAT
TTTTGTGTCG
TGGAGACCTG
CCTCGACTAC
AGCTTGTGTA
TACTGGLCGC
CGGATTCAAT
TTAAACCAAT
GTTGTCTCAA
TAATTGATGG
GTACCATGTA
GTTCTTTAGT
TGTGTTCAGA
ATGTTGTCCA
CTATACAAAC
G
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5. INDICES DE DISTANCIA GENETICA

TABLA XXX. Matriz de distancia genética entre aislados, gen VP15: indice de distancia Jukes-Cantor.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

CEC®ENa R WD~ O
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TABLA XXXI. Matriz de distancia genética entre aislados, gen VP19: indice de distancia genética Jukes-Cantor.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 it 12
0 -
! o
2|0
3|
4 |
s |
e |
7
g . -
] 7.-0.007. -
10 0,00 0007
11 40.007 ¢
12 [ )00~ 0. 000
13 7-:0.007::0.

TABLA XXXH Matuz de distancm genetxca en‘ue aislados gen VP24: indice de d1stén01a genenca Iukesm(lantor.
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

000 oooo -
-0.000.-0,000. -

0,000 0,000° 0,000 -

00 “0,000.-0.000:0.000. 0,000 -

003 -0.003 0.003 0.003 :0.003° 0,003 -

10.003 0.003 0.003 70.003 :0.0030.000 -

- 40,007.°0.007 0.007-0.007.0.010 70.010 -

R Rl R - N R VU R
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TABLA XXXIII. Matriz de distancia genética entre aislados, gen VP26: indice de distancia genética Jukes-Cantor.

2-0.005-0.002:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 I5
0
5 |
4 | 000 0,000.0.000 -
51 ) 0000 0000 0 000
7 3 -
8 |- 000-0.003 -
9| ’ _T'0-003*_.0.000. -
" 0.003_1-’._0.000’30.000 -
):0,003. 0:000; 0000‘ 0.000 -
). 0,000 0.000 -
0003 0000 0000 0.0000.000 0,000 -
-0, ),000.0.000-0.003 0.0000.000-0,000.0.000. 0,000 0.000 -
) 0002 0002 00021'-:_'"_; 10.002:0.00270.002 ::0.002.0.002 .0.002. -
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TABLA XXXIV. Matriz de distancia genética entre aislados, gen VP28: indice de distancia genética Jukes-Cantor.

0 1 2 3 4 B 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

OHO:;GESS:E\DOO%O\M#MN—-O

0.000 -
0.000 0.000 -
0.000-0.000°0.000, -

0000:

0'.'0__00; -
00_0000 .;o 000 :0.000 0.000 -
000.-0.000-0.000 0.0000.0000.000. 0.000 -

2.0.002 0,002°.0.002.0,002-0.002-0,002. 0,002
00,000 0.0000.0000.000 0,000 0.0000.000.-0.( 002 -
0.000-0. 000 0000 :0:000,0.000.0.0000.002::0.0000 -
0:000.0:0000.000 0,000 -0.002 .0,000-:0.000. -
:002:.0:002°0.002 0.002. 0,002:0.004 0.002.0.0020.00:
002 0.002 :0.002.0.0020.002 0.0 30240,
) 0.002.0.002:0.002. 0:002 0.0

-';0-.064-:'0_004: 0. 004 0.004:0.004..0.004 0.004" 0.( 005 0. 004 0 004 10:0047 0,005 0.005 0.005:

TABLA XXXV. Matriz de distancia genética entre aislados, gen RR2: indice de distancia genética Jukes-Cantor.
1 2 3 4 5

L T R

0,001 0,001 0.001 0001 -
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FE DE ERRATAS

Pag.  Ubicacion Dice Dehe decir

25  Piedefigura 6, carriles 9, 19 Y 29 son controles carriles 9, 10, 19, 20, 29 y 30
linea 4 negativos, los “L” son controles negativos, “L”

26 Piedefigura7, de las muestras (9,10, 19y 20) de las muestras (9, 10,20y 21)

linea 3.
49 Discusidn, mutacion que la diferencia de mutacién compartida con la
linea 10. Taiwidn. secuencia gi: 15384186, en la

posicion 171 (ORF 2801), que
las diferencia del reste de los
aislados.

52 Conclusion2, de las' de China y Tailandia,  de las de China y Tailandia.
‘lineas 5y 6. asimismo diferencia entre la cepa
de China y Tailandja.

52 Falté incluir un punto en la conclusién acerca de la mutacién del gen VP19 en Ia
posicién 171 que permite distinguir a la cepa de China del resto de los aislados y la
agrupa con la secuencia gi: 15384186




